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© Verfahren zur Bestimmung von allergenspezifischen Antikorpern in Korperflussigkeiten 



Zur Bestimmung von allergenspezifischen Antikorpern in 
Korperflussigkeiten nach dem Prinzip des Immunoassays 
durch Inkubation mit mindestens zwei Rezeptoren R, und R 2 , 
die mit dem zu bestirnrnenden Antikorper bindefahig sind! 
wobei R 2 eine Markierung tragt, Trennung der f esten von der 
flussigen Phase und Messung der Markierung in einer der 
beiden Phasen. verwendet man als R, das mit dem zu be- 
stimmenden Antikorper spezifisch bindefahige Allergen und 
als R 2 ein Konjugat aus einem gegen den Fc-Teil von IgE oder 
IgG gerichteten Antikorper und einer Markierung. 
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_ „ feste Phase gebunden vorliegt. Das immobilisierte Al- 

Beschre.bung iergen wird dann mit der Patientenprobe in Kontakt 

DicErfindungbetriffteinVerfahrenzurBesHmmung ^^^SSSSS^S^ 

von allergenspezifischen Antikorpern m Korperfluss.g- ^WiSSend wird der festphasenge- 

keiten nach dem Prinzip des Immunoassays sow.e em s JJJ^^'SVrgen und allergenspezifi- 

hierzugeeignetesReagenz. _ JT mar iu erte n Anti-IgE-Antikorpern in 

Ein Anteil von etwa 15 bis 25% der Bevolkerung ^Jf.^^ an 3as allergenspezifische IgE 

leidet an AUergien. Die haufigste Form der Allergiejst ^*^*%^Z^ 8 VO n uberschiissigem mar- 

dabei die atopische Allergie, auch Allergie vom Sofort- binden. g^g"* Wird die Menge an gebun- 

typus, anaphylaktischerTyp oder Typ I-Reakt.on ge- ,o ^ m ^* e m MfrS&Antik5rper batimmt Das 

n^nnt Bei dieser Form der Allergie treten die charakte- g^^^JS MaB fur die Menge an allergen- 

ristischen Symptome wie Heuf.eber, AsthmaanfaU oder der Pro be vorhanden ist. Die 

Nahrungsmittel, Schimmelpilze und Insektengi te o^ NacS dieser bekannten Nachweisverfahren 

Ober den Mechanismus der a lergischen Reaktion ist Der Nachte" ^ DurchfQhrung 
bekannt, daB hier Immungbbuhne der Klasse IgE we- ^Sren m^wtadif is . modifiziert wird z. B. in- 

sentlich beteiligt sind. D.e IgE-AnUkorper b.nden mit 20 ^_^;™ r n F ° est has | immo bilisiert vorliegt Durch 
hoher Affinittt an MastzeUen und basophils Leukozy- Jf™5""*™ e ^ J e Festp hase tritt stets eine Veran- 
ten. Wenn ein Allergen in Kontakt mit zellgebundenen d.e B.ndung * b. .in a e P < ters aufj was 

IgE-AntikOrpem kommt, werden physiologist aktive d erung d * "^J^ ^ ng der Bindefahigkeit fuhrt. 
zellulare Mediatoren wie z.B. Histamm Leiikotriene. ^ * U Antikorper 
Prostaglandins u. a. freigesetzt Dadurch lauft eine Re- 2 , ^erttem tonnen nur g J^ b||isierte Mergene 
aktionskaskade ab. die die typischen Symptome veru , - ^J^%%£ £ S hat sich gezeigt, daB die Qualitat 
sacht Hierzu zahlen z. B. Kontrakt.on der Muskulatur W^™^^^^^ selbst mnerha [b der 
der Atemwege, bis hin Seich^ Charge luBerordentlich schwankt. Unterschie- 

ning der BlutgefaQe und damit Rotung und Schwellung f^^^ ?otem Fur bestimmte Allergenextrak- 
Absonderung von Schleim, Juckre.z und Schmerz : Be. 30 ded ? r f 
hochempfindlichen Personen kann es z.B. nach einem £oSSi?Lff treten. 

Insektenstich oder nach Injekt.on von Penicillin oder to _1000 daC die AUergenextrakte 

Procain zu einer anaphylaktischen Reakuon, die bis zum Dies ' Mis chung von unterschiedlichen 

anaphylaktischen Schock oder sogar zum Tod fuhren "^elXgSdrtSinliteii d°arstellen. Bis zu 80 ver- 
SSS»* 33 S«o P e pro Allergen sind beschrieben wor- 

se IgG, insbesondere der Klasse IgG 4 an der allergi- den. ^ vorteilhaft. wenn man die Allergene, 
schen Reaktion beteihgL Hie auch fur die in vivo Methodeneingesetzt werden, Fur 

Zur Diagnose von AUergien erm.ttel man die ,m Blut d e auch h, me in ohne eine Abnah . 

vorhandenen spezifischen und unspezifischen IgE- und A0 ^^.^n Potenz s„ Ka U f nehmenzumasscn. ^ 
IgG-Antikorper.Zur Bestimmung von spez.f.schen oder me E f;!f d r a g h e e n r e A ; fgabe der Erfindung, ein Nachweis- 
unspezifischen Antikorpern werden sowohl in v.vo *™^££foM»mg von allergenspezif.schen 
Tesfmethoden, als auch in vitro Testmethoden ange- ™^ n e[ £^3Sung stellen, bei denen die 
wendet. Als in vivo Testmethoden sind insbesondere Antikorpern ™ y ™ t : est B zutn Pr ovokationstest oder 
Ha"ut un2 Provokationstests bekannt. Diese Tests ^ ^^^^^^^^mmflc- 
nen fur Patienten stark belastend sein, insbesondere zur "y^gg^^^ene oh ne jede Modifiz.e- 
wenn die Gefahr eines anaphylaktischen Schocks be- J^^^-^SSltaJI,,. DarQber hinaus war es 

"ts diesen Grunden hat man versuch, die in vivo- ^^^^^^^ 

V^^X^^^ 50 ^ S^kurzerZeitdiegewanschtenErgeb- 

mung der Gesamtkonzentration an IgE im Blut und zum msse l.eten durch ^ Verf ahren 2ur 

anderen eine Bestimmung von allergen^ez^ischenlgE- ™^™J on aHergenspezif.schen Antikorpern in 

bzw. IgG-AntikSrpern durchgefuhrt D.e BeMmmung ^^^S^Jn, /em Prinzip des Immunoas- 

der Gesamt-IgE-Konzentration kann nur e.nen allge- „ K .orper '^ S1 S K u mindest ens zwei Rezeptoren 

meinen Hinweis auf das Bestehen e.ner allergischen Re- say^ 1 durch inttina best - imrne nden Antikorper 

aktion bieten und ist daher begrenzt aussagekraftig. R und Ri die nut Markierung tragt, Tren- 

■ Insbesondere erwunscht sind daher Methoden. nut de- ™^ fe s ™^; der flussigen Phase und Messung 

nen allergenspezifisches IgE bzw. IgG nachgewiesen ^^5.^;^^ 

werden kann. Einerseits ist dies notwendig. urn festzu- eo d « Martaerang m einer oe ^ fae _ 

stellen, auf welche Allergene der Patient reagiert und f^Se^^^ 

damit eine wirkungsvolle Behandlung emle.ten zu kon- ^mmenden AnUko ^per p ^ ^ 

nen und andererseits, urn den Erfolg e.ner Hyposens.b.- und als /?2 em ^ Antik6r p e r und einer 

M ^^^^s P ^ ISE-Anti- es Mark^run gdingt es mit dem erfindungs- 

korpern sind bereits einige in vitro-Bestimmungen be- JJ^^J^S Verwendung von nicht immo- 

kannt Diese Methoden basieren hauf.g auf dem Prmz.p V * a llergenspezifische Antik6rper 

des Immunoassays, wobet jeweils das Allergen an d.e b.lisierten AUergenen, b 
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genau und auch in sehr geringen Mengen nachzuweisen. 
Das erfindungsgemaOe Verfahren bietet die M6glich- 
keit, allergenspezifische Antikorper praktisch gegen al!e 
Allergene, die, im Handel sind, und insbesondere gegen 
Allergene, die fur in vivo-Methoden verwendet werden, 
nachzuweisen. 

Das Reaktionsprinzip einer bevorzugten Variante des 
erfindungsgemaBen Verfahrens ist in Fig. 1 dargestellt. 
Dabei reagiert das a!s Rezeptor R\ bezeichnete Aller- 
gen mit den in der Probe vorhandenen aiiergenspezifi- 
schen, Antikorpern. Abhangig von Anzahl und Art der 
Epitope auf dem Allergen reagieren jeweils mehrere, in 
der Probe vorhandene allergenspezifische Antikorper 
mit dem Allergen. Durch Zugabe von Rezeptor /? 3 , der 
entweder an eine Festphase gebunden ist (Fig. la) oder 
die Bindung an die Festphase vermittek (Fig. lb) und 
einen Antikorper, der gegen den Fc-Teii von IgE bzw. 
IgG gerichtet ist, enthalt und von Rezeptor R 2 , der ein 
Konjugat aus einem gegen den Fc-Teii von IgE bzw. 
IgG gerichteten Antikorper und einer Markierung ist, 
wird das Allergen, an das die in der Probelosung befind- 
lichen aiiergenspezifischen Antikorper gebunden sind, 
an einer Festphase immobilisiert, wobei die nicht an der 
Immobilisierung beteiligten, am Allergen gebundenen 
Antikorper das mit einer Markierung versehene Konju- 
gat tragen. Nach Abtrennung der festen von der flflssi- 
gen Phase kann dann der Anteil an aiiergenspezifischen 
Antikorpern uber den Anteil an gebundener Markie- 
rung bestimmt werden. 

Fur dieses erfindungsgemaB definierte Verfahren- 
sprinzip gibt es mehrere Durchfuhrungsvarianten. 

Zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens wird die Probe entweder gleichzeitig oder nachein- 
ander mit mindestens zwei Rezeptoren inkubiert. Dabei 
ist der erste Rezeptor R\ das mit dem zu bestimmenden 
Antikorper spezifisch bindefahige Allergen. Hier kon- 
nen alle Substanzen verwendet werden, deren allergene 
Wirkung bekannt ist. Insbesondere geeignet sind die in 
der in vivo-Diagnostik verwendeten Allergene. Wenn 
das Verfahren zur Oberpriifung des Erfolgs einer Hypo- 
sensibilisierungsbehandlung verwendet wird, so werden 
bevorzugt die fur die Hyposensibilisierung verwendeten 
Allergene ebenfalls im Testverfahren eingesetzt. 
Das Allergen wird in fliissiger Phase eingesetzt. 
Der zweite, fur das erfindungsgemaBe Verfahren er- 
forderliche Rezeptor R 2 ist ein Konjugat aus einem An- 
ti-IgE- bzw. -igG-Antikdrper bzw. dessen Fragment 
und einer Markierung. Bevorzugt wird als Markierung 
ein Enzym, eine fluoreszierende, chemilumineszierende 
oder radioaktive Substanz verwendet. Verfahren zur 
Markierung von Antikorpern und Antikorperfragmen- 
ten sind dem Fachmann bekannt und bedurfen hier kei- 
ner weiteren Eriauterung. Die Bestimmung von gebun- 
dener Markierung und die Auswertung erfolgen eben- 
falls nach dem Fachmann gelaufigen Methoden. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform kann der Rezep- 
tor Ri auch aus einem Konjugat aus Anti-IgE- bzw. 
IgG- Antikorpern und einem partikularen Trager beste- 
hen. Als partikulare Trager geeignet sind z. B. Latexpar- 
tikel, Bentonit oder Erythrozyten. Durch Reaktion mit 
dem Komplex aus Allergen und aliergenspezifischem 
Antikorper kommt es dann durch netzwerkartige Ver- 
bindung zu einer Agglutination, die turbidimetrisch 
nachgewiesen werden kann. Diese Form der Markie- 
rung wird insbesondere bevorzugt, wenn das Verfahren 
nur mit zwei Rezeptoren - dem Allergen und einem 
markierten Antikorper - durchgefiihrt wird. 
In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird das er- 



findungsgemaBe 'Verfahren mit einem weiteren Rezep- 
tor /? 3 , der die Bindung an die feste Phase vermittek 
durchgefiihrt. Der Rezeptor R) besteht zum einen Teil 
aus einem gegen den Fc-Teii von IgE bzw. IgG gerichte- 
5 ten Antikorper. Dieser Antikorper ist so derivatisiert, 
daB er entweder an eine feste Phase gebunden vorliegt 
oder aber an eine feste Phase kuppeibar ist. 

Als Antikorper wird hierzu bevorzugt ein Antikorper 
verwendet, dessen Paratop mit solchen Epitopen des 
io Fc-Teils von IgE- bzw. IgG-Antikorpern bindet, daft ei- 
ne Bindung eines weiteren Rezeptors R2 an den Fc-Teii 
unmoglich gemacht wird. Dadurch werden unspezifi- 
sche Anlagerungen verhindert und die Genauigkeit des 
Testes noch weiter erhoht. 
15 Der fur den Rezeptor /? 3 verwendete Antikorper 
kann ein monoklonaler oder polyklonaler Antikorper 
sein. Unter Antikorper werden in diesem Zusammen- 
hang auch Antikorperfragmente verstanden. 
Der Rezeptor R3 vermittek die Bindung des Komple- 
20 xes aus Allergen und zu bestimmenden Antikdrpern an 
eine feste Phase. Dazu kann in einer Ausfuhrungsform 
der Rezeptor /?j an eine feste Phase gebunden sein. Die 
Bindung erfolgt dabei nach den ublichen, dem Fach- 
mann bekannten Methoden. Sowohl eine kovalente als 
25 auch eine adsorptive Bindung ist geeignet. Bevorzugt 
wird jedoch wegen der hierbei erzielbaren hoheren 
Ausbeute und der vereinfachten Arbeitsweise eine le- 
diglich adsorptive Bindung, beispielsweise an Kunst- 
stoff. Als feste Phase besonders geeignet sind Reagenz- 
30 giaschen oder Mikrotiterplatten aus Polystyrol und ahn- 
lichen Kunststoffen, die adsorptiv an der Innenoberfla- 
che mit /? 3 beschichtet sind. Weiterhin geeignet sind 
auch teilchenformige Substanzen, z. B. Molekularsieb- 
materialien, Glasperten, Kunststoffschlauche und der- 
35 gleichen. Ebenfalls geeignet sind als feste Phase auch 
porose schichtfdrmige Trager wie Papier. 

In einer anderen Variante des erfindungsgemaBen 
Verfahrens besteht der Rezeptor Rz aus einem Konju- 
gat des Anti-IgE- bzw. -IgG-Antikorpers mit einem Bin- 
40 dungspartner eines spezifisch bindenden Paares. Dieser 
Bindungspartner eines spezifisch bindenden Paares ver- 
mittek dann die Bindung an die feste Phase. Dazu kann 
der andere Bindungspartner an der festen Phase gebun- 
den sein, so daB die Immobilisierung durch Bindung der 
45 beiden Partner miteinander erfolgt. Besonders bevor- 
zugt wird dazu eine Festphase, an der Streptavidin ge- 
bunden ist und ein biotinylierter Rezeptor R3 verwen- 
det, so daB Biotin als Partner des spezifisch bindenden 
Paares Biotin/Streptavidin die Bindung an die mit 
50 Streptavidin beschichtete Festphase vermittek. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform ist 
die feste Phase ebenfalls mit einem Bindungspartner 
eines spezifisch bindenden Paares beschichtet. Die Be- 
stimmungsreaktion wird dann in homogener Phase 
55 durchgefuhrt und nach AbschluB der Reaktion wird 
dann eine zweite spezifisch bindefahige Substanz zuge- 
geben, die sowohl Bindungsstellen fur den an den Anti- 
korper gebundenen Bindungspartner aufweist als auch 
Bindungsstellen fur den an die feste Phase gebundenen 
60 Bindungspartner. Diese Substanz bewirkt dann die Im- 
mobilisierung des Konjugates. Als Bindungspartner, mit 
denen der Rezeptor R3 konjugiert werden kann, sind 
z. B. Biotin, Avidia Haptene, Antigene sowie Protein A 
u. a. geeignet. Die zur Immobilisierung an der festen 
65 Phase gebundene bzw. zugegebene Substanz enthalt 
dann den jeweils spezifisch mit diesem Bindungspartner 
bindenden anderen Partner, also insbesondere Avidin, 
Streptavidin, Biotin und Immunglobuiin. Ebenso sind 
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derartige Bindungspaare geeignet fUr die Bindung zwi- 
schen der festen Phase und der die Bindung vermitteln- 
den zweiten Substanz. 

Fur die Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens gibt es verschiedene Varianten. Das Verfahren 
kann einstufig oder mehrstufig durchgefuhrt werden. 
Das erfindungsgemaBe Verfahren ist fur die verschie- 
densten Durchfiihrungsarten, die dem Fachmann be- 
kanntsind, geeignet 

So kann in einer bevorzugten Ausfuhrungsform zu- 
erst eine den zu bestimmenden Antikorper enthaltende 
Probe mil dem aJs Rezeptor Ri bezeichneten spezifi- 
schen Allergen inkubiert werden. Im zweiten Schntt 
wird dann Rezeptor Rz sowie Rezeptor Rz zugegeben 
und nochmals inkubiert. Nach der iiblichen Behandlung 
des Reaktionssystems wird dann nach Abtrennung der 
gebundenen von der ungebundenen Markierung die 
Markierung in einer der Phasen in bekannter Weise 

bestimmt . , 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird zuerst 
eine den zu bestimmenden AntikSrper enthaltende Pro- 
be mit dem an die feste Phase gebundenen Rezeptor Rz 
inkubiert Dabei werden die in der Probelosung vorhan- 
denen Antikorper der IgE- bzw. IgG-Klasse uber ihren 
Fc-Teil an Rz gebunden. Nach dem Auswaschen wird 
anschlieBend die LSsung tnit dem Allergen, das nut den 
zu bestinmenden allergenspezifischen Antikorpern bin- 
det inkubiert Dabei binden nur die allergenspezifi- 
schen, an Rz gebundenen IgE- bzw. IgG- Antikorper die- 
se Allergenmolekiile. Nach erneutem Auswaschen wird 
nochmals eine die zu bestimmenden Antikorper enthal- 
tende Probelosung zugegeben und inkubiert. Da bevor- 
zu<* alle an der festen Phase vorhandenen Bindungss el- 
len fur IgE- bzw: IgG-Antikorper durch die erste Inku- 
bation abgesattigt sind. binden die entsprechenden, in 
der Probelosung vorhandenen allergenspezifischen An- 
tikorper an die immobilisierten AHeTgenmolekule 
Gleichzeitig oder nach erneutem Auswaschen wird 
dann der Reaktionslosung, die den Komplex aus Rz, zu 
bestimmendem allergenspezifischen Antikorper und Al- 
lergen enthalt eine Losung von Rz zugegeben. ft wird 
iiblr den Antikorperanteil an den Fc-Tetl der am Aller- 
gen gebundenen, zu bestimmenden Antikorper gebun- 
den Um eine genaue Bestimmung ohne Verfalschungen 
durch unspezifische Anlagerungen durchfiihren zu kon- 
nen muB ausgeschlossen werden, daB Rz an andere als 
die 'zu bestimmenden allergenspezifischen Antikorper 
bindet Um dies sicherzustellen, wird m einer bevorzug- 
ten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung fur R3 
ein Anti-IgE- bzw. -IgG-Antikorper verwendet, dessen 
Paratop mit solchen Epitppen des Fc-Teils von Igb- 
bzw. IgG-Antikorpern binden, daB eine Bindung ernes 
weiteren Rezeptors Rz an den Fc-Teil unmSglich ge- 
machtwird. , 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform der 
vorliegenden Erfindung wird die unspezifische Bindung 
dadurch verhindert, daB man nach Inkubation von Ri 
mit der Probe, wobei die zu bestimmenden Antikorper 
an R 3 gebunden werden, Fc-Fragmente von IgE- bzw. 
I*G-Antik6rpern im UberschuB zugibt, so daB alle noch 
vorhandenen Bindungsstellen der an Rz gebundenen, zu 
bestimmenden Antikorper abgedeckt werden. 

Nach Trennung der festen von der flussigen Phase 
wird die Menge an gebundener Markierung in an sich 
bekannter Weise bestimmt Gleichzeitig mit dem Be- 
stimmungsverfahren wird eine zweite Bestimmung 
durchgefuhrt bei der statt der Probe eine Vergleichslo- 
sung eingesetzt wird, die sicher keine fur das fraghcne 



Allergen spezifischen Antikorper enthalt Geeignet sind 
dazu z. B. Seren von Nichtallergikern. Durch Vergleich 
der fur die beiden Proben erhaltenen Werte kann dann 
die Konzentration des allergenspezifischen Antikorpers 
5 in der Probe bestimmt werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird 
das erfindungsgemaBe Verfahren einstufig durchge- 
fuhrt Dabei werden bevorzugt in emem Reaktionsge- 
faB das an eine Festphase gebunden einen Partner eines 
10 spezifisch bindenden Paares enthalt die Probe zusam- 
men mit den Rezeptoren Rz und Rz inkubiert Dabe. 
binden die in der Probe vorhandenen allergenspezifi- 
schen Antikorper an das zugegebene Allergen. Weiter- 
hin binden die Rezeptoren Rz und R 3 jeweils an den 
,5 Fc-Teil des zu bestimmenden allergenspezifischen Anti- 
korpers Die Konzentration der beiden Rezeptoren Rz 
und Ri wird so gewahlt, daB gewahrleistet 1st daB an 
iedem AHergenkomplex geniigend Rz und Rz gebunden 
wird, um einerseits die Festphasenbindung zu sichern 
,0 und andererseits ausreichend spezifisch gebundenen Rz 
' fur die Nachweisreaktion zur Verfiigung zu haben. Dies 
bedeutet, daB Rz weder in einem groBen UberschuB, 
noch in einem groBen UnterschuB gegenilber R 3 vor- 
handen sein darf. Das optimale Verhaltnis von Rz zu Rz 
,5 kann experimentell uber die Optimierung des MeBsi- 
* gnals ermittelt werden. Das Verhaltnis von Rz zu Rz 
liest vorzugsweise im Bereich von 1 :1. 

Besonders bevorzugt wird fur diese Verfahrensvari- 
ante als Rezeotor Rz ein Konjugat aus dem Anti-Igb- 
30 bzw. Anti-IgG-Antikorper und einem Bindungspartner 
eines spezifisch bindenden Paares verwendet. Die Reak- 
tion zwischen .Allergen, zu bestimmendem Antikorper 
und den Rezeptoren Rz und Rz verlauft dann praktisch 
in homogener Phase. Entweder liegt der andere : Bm- 
35 dungspartner an die Festphase gebunden vor so daB d^ 
Reaktion mit dem an der Festphase gebundenen Bin- 
dungspartner sehr viel langsamer stattfindet oder nach 
beendeter Reaktion wird eine Substanz zugegeben die 
sowohl mit dem an der Festphase gebundener , Bm- 
-o dungspartner als auch mit dem Bindungspartner des Re- 
zeptors Rz bir.defahig ist, um die geb.ldeten Allergen- 
Antikorper-Komplexe zu immobilis.ereri Die Auswe - 
Tung erfolgt dann in an sich bekannter We.se uber die 

.5 ^Mit dem wfinSsfemaBen Verfahren konnen aller- 
genspezifische Antikorper in Korperflussigkeiten genau 
und spezifisch nachgewiesen werden. Das erfindungsge- 
maBe Verfahren liefert dariiber hmaus die Moglichkeit, 
die zur Hyposensibilisierung oder zum Provokationstest 
50 verwendeten Allergene patientenspezifisch zu testen 
und zu standardisieren. . . 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung 1st em Rea- 
genz zur Bestimmung von allergenspezifischen Antikor- 
nern in Korperflussigkeiten, das dadurch gekennzeich- 
55 net ist, daB es einen Rezeptor J?i, der ein mit dem zu 
bestimmenden Antikorper spezifisches Allergen 1st und 
einen Rezeptor Rz, der ein Konjugat aus einem gegen 
den Fc-Teil von IgE oder IgG genchteten Antikorper 
und einer Markierung ist, physikalisch voneinander ge- 

60 ^Mit d?es h em Reagenz kann das Verfahren zur Bestim- 
mung eines allergenspezifischen Antikorpers fur jedes 
Allergen, das dem Arzt zur Verfiigung steht, durchge-- 
fiihrtwerden. , ..... . 

63 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt das 
Reagenz noch einen weiteren Rezeptor Rz, der einen 
gegen den Fc-Teil in IgE oder IgG gerichteten Antikor- 
per enthalt und die Bindung an die feste Phase vermit- 
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Die Erfindung wird durch die Figur und die folgenden 
Beispiele erlautert. 

Fig. la zeigt ein Schema fur das Reaktionsprinzip ei- 
ner bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsge- 
maBen Verfahrens. Nach Umsetzung einer Probelosung 
mit 3 Rezeptoren /?,, R 2 und /? 3 , von denen Ri das mit 
dem zu bestimmenden allergenspezifischen Antikorper 
spezifische Allergen ist, R 2 ein Konjugat aus einem ge- 
gen den Fc-Teil von IgE bzw. IgG gerichteten Antikor- 
per und einer Markierung und /? 3 ein die Bindung an die 
Festphase vermittelnder Rezeptor, der einen gegen den 
Fc-Tei! von [gE bzw. IgG gerichteten Antikorper ent- 
halt, ist, bildet sich der dargesteilte Komplex. An das 
Allergen 1 sind die in der Probelosung enthaltenen. zu 
bestimmenden allergenspezifischen Antikorper 3 ge- 
bunden. Die Immobilisierung erfolgt uber an den Fc- 
Teil eines allergenspezifischen Antikorpers gebundene 
Rezeptoren 5, die an eine Festphase 7 gebunden sind. 
An die ubrigen allergenspezifischen Antikorper 3 sind 
markierte Rezeptoren 9 gebunden. 

Fig. lb zeigt ein Schema fur das Reaktionsprinzip ei- 
ner anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens. Nach Umsetzung einer Pro- 
belosung mit 3 Rezeptoren R\, R 2 und tf 3 , von denen R\ 
das mit dem zu bestimmenden allergenspezifischen An- 
tikorper spezifische Allergen ist, R 2 ein Konjugat aus 
einem gegen den Fc-Teil von IgE bzw. IgG gerichteten 
Antikorper und einer Markierung und /? 3 ein Konjugat 
aus einem gegen den Fc-Teil von IgE bzw. IgG gerichte- 
ten Antikorper und Biotin ist, in Gegenwart einer Fest- 
phase, an der Biotin gebunden ist, bildet sich der darge- 
steilte Komplex. An das Allergen 1 sind die in der Pro- 
belosung enthaltenen, zu bestimmenden allergenspezifi- 
schen Antikorper 3 gebunden, an die wiederum Rezep- 
toren R 2 9 und Ri 5 gebunden sind. Die Immobilisierung 
erfolgt durch Zugabe von Streptavidin 1 1, das dann den 
gebildeten Komplex uber die Bindung mit dem in Ri 
enthaltenen Biotin und dem an der Festphase gebunde- 
nen Biotin fixiert. 

Die beiden in den Beispielen erwahnten monoklona- 
len Antikorper gegen humanes IgE sind bei der Europe- 
an Collection of Animal- Cell Cultures, Porton Down. 
GB hinterlegt unter folgenden Bezeichnungen: 
MAK323 : ECACC 88022505 
MAK 748 : ECACC 88022506. 



DMEM(Dulbeccos Minimal Essential Medium) suspen- 
diert (ca. 5 x 10 7 Zellen). Zu der Zeiisuspension wurden 
5x 10' Zellen der Maus-Myelom-Linie Ag8.$53, die un- 
ter der Bezeichnung CRL-1580 bei ATCC erhaltlich ist, 
5 gegeben. Das Zellgemisch wurde durch Zentrifugation 
sedimentiert und die uberstehende Flussigkeit vollstan- 
dig abgesaugt. Zu dem ZeNsediment wurden 0.8 ml einer 
500/oigen PEG-Losung (Polyethylenglykol) bei 37°C zu- 
gegeben und eine Minute lang gieichmaBig verteilt und 
io anschlieBend 5 ml DMEM bei Raumtemperatur zugege- 
ben und 5 Minuten lang gieichmaBig verteilt. Nach Zu- 
gabe von weiteren 20 ml DMEM wurden.xiie Zellen 
durch Zentrifugation sedimentiert, in 96 ml frischem 
DMEM Vollmedtum (DMEM +15% phoetales Kalber- 
15 serum 4- Glutamin 4- Pyruvat) resuspendiert und auf 
4 x 24 Tupfelkulturplatten verteilt, die mit Maus-Bauch- 
hohlen-Makrophagen vorbeschickt worden waren. Die 
Kulturen wurden am 2 n 3. 5., 7., 10. und 12. Tag mit 
HAT-DM EM-Vollmedium (DMEM-Vollmedium, das 
20 4x10"' M Aminopterin, IxlO" 4 M Thymidin und 
3x10 5 M Hypoxanthin enthalt) gefuttert. 

Mikrotiterplatten wurden mit Anti-Maus-Ig vom 
Schaf (10 u.g/ml 0,9°/oige NaCI-Losung; 150 ui Antikor- 
perlosung pro Tupfel) beschichtet und nach einer Stun- 
25 de bei Raumtemperatur dreimal mit einer Losung, die 
1% RSA und 0,9% NaCI enthielt, gewaschen. Je 100 uJ 
Kulturuberstand wurden in die beschichteten Tupfel pi- 
pettiert und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 
Nach Absaugen der Oberstande wurden die Tupfel mit 
30 100 u.1 einer Losung, die ein Konjugat aus IgE und Per- 
oxidase enthielt und der 100 u.g humanes IgG/ml zuge- 
mischt worden waren, beschickt und eine Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Wa- 
schen wurden je 100 ui ABTS-Ldsung, das als Substrat 
35 diente, pipettiert und die Farbentwicklung nach 20minii- 
tiger Reaktionszeit photometrisch bestimmt. 

Hybridomzellen aus Primarkulturen wurden getrennt 
in Suspension gebracht(ca. 1 x 10 5 /ml DMEM) und mit- 
tels eines Zeilsorters auf 4 x 24 Zellkulturplatten, deren " 
40 Tiipfel mit DMEM-Vollmedium und 10^ pro Tupfel 
Maus-Makrophagen vorbeschickt waren, so ausgesat, 
daB in jeden Tupfel nur eine Hybridomzeile gelangte! 
Pro Zellkulturplatte wuchsen 20 bis 60% der Tupfel-Hy- 
bridomklone aus. 
Ab dem 14. Tag nach der Fusion war in alien 96 Teil- 



45 



Beispiel 1 

Es wurden monoklonale Maus-Antikorper gegen hu- 
manes Immunglobulin E hergestellt. 

Balb/c-Mause wurden mit humanem IgE (100 u,g in 
0,3 ml komplettem Freund'schem Adjuvans) intraperi- 
toneal primar immunisiert. In vier- bis sechswochigen 
Abstanden wurde die Immunisierung mit je 50 ug IgE in 
0,2 ml inkomplettem Freund'schem Adjuvans intraperi- 
toneal und einmal mit 50 u.g IgG in 0,2 ml physiologi- 
scher Kochsalzldsung intravenos verstarkt. 

Am Tag vor der Fusion wurden die Balb/c-Miuse 
durch cervicale Dislokation getotet Unter sterilen Be- 
dingungen wurden 4 bis 5 ml PBS in die Bauchhohle 
gespritzt und nach einer Minute wieder abgesaugt. Die 
ausgespulten Zellen wurden in DMEM gewaschen und 
in DMEM-Volimedium in einer Dichte von 5x 10 4 pro 
Einzeltupfel auf 24 Tupfelkulturplatten verteilt. 

Einer immunisierten Maus wurde unter aseptischen 
Bedingungen die Milz entnommen. Das Milzgewebe 
wurde zerschnitten und die freigesetzten Zellen in 



kulturen Hybridomwachstum erkennbar. 12 Teiikultu- 
ren, deren Oberstande bei der OberprUfung im Anti- 
IgE-Eiisa deutlich positive Reaktionen ergaben, wurden 
auf ca. 5 x IO 6 Zellen expandiert und uber den Cytofluo- 
50 rograph durch Einzelzellablage kloniert. Die Oberstan- 
de von heranwachsenden Klonen wurden erneut auf 
ihren Gehalt an Anti-IgE im Elisa gepruft. Ca. 40 Klone 
mit positiver Reaktion wurden durch KryoprSservation 
in flussigem N 2 gesichert. Die Antikorper von 23 Einzel- 
55 klonen wurden auf ihre Feinspezifitat durch Elisa unter- 
sucht. Die Antikorper aller 23 Klone reagierten mit hu- 
manem IgE, nicht aber mit menschlichem IgG, IgA, IgM 
oder IgD und auch nicht mit anderen Bestandteilen im 
menschlichen Blutplasma. 



60 



Beispiel 2 



Im Serum eines Allergikers wurde die Menge an Anti- 
korpern gegen Katzenepithelien untersucht. Dazu wur- 
65 den die folgenden Reagenzien verwendet: 

Konjugatpuffer: 

0,1 MTris-HCLpH 7,6, 
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15 



20 



25 



30 



0,04 M KCI, 

0,2% RSA(Rinderserumalbumin) 
3,0% Polyethylenglykol(PEG)40 000 
0,02% Dimethyl-aminoantipyrin, 
0,01% Merthiolat 

Inkubationspuffer: 
0,1 MTris-HCi.pH 7,6, 
0,04 M KC1, 
0,2% RSA, 
3,0% PEG 40 000, 
0,01% MerthiolaL 

Waschlosung: 
0,9% NaCl-Losung, 
1,6% Zusatz (Proteine, Detergenz). 

Es wurde das Serum eines Allergikers RAST-KIasse 3 
sowie ein Nichtallergiker-Serum venvendet Je 500 ul 
Serum wurden eine Stunde bei Raumtemperatur in Lur- 
antubes, die mit gemaB Beispiel I erhaitenem monoklo- 
nalem Antikorper gegen IgE (MAK M 323, ECACC 
88022505) beschichtet waren, inkubiert. Es wurde drei- 
mal mit Waschlosung gewaschen. AnschlieBend wurden 
500 ul einer Losung von Katzenepithelien Nummer 
240A/86 (Allergopharm, Ch. 025969) in einer Verdun- 
nung von 1:100 in Inkubationspuffer zugegeben und 16 
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert Danach wurde 
dreimal mit Waschlosung gewaschen. Es wurden jeweils 
weitere 500 ul Serum zugegeben und eine Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert und danach dreimal mit 
Waschlosung gewaschen. Dann wurden 500 ul einer Lo- 
sung, die 100 mU/ml eines Konjugats aus dern Fab- 
Fragment des gemaB Beispiel 1 erhaltenen monokiona- 
len Antikorpers gegen IgE MAK M 323 und 0-Galacto- 
sidase (50 U/ml) verdunnt in Konjugatpuffer enthielt, 
zugegeben und zwei Stunden bei Raumtemperatur in- 
kubiert AnschlieBend wurde dreimal mit Waschlosung 
gewaschen. Zur Bestimmung der gebundenen Markie- 
run^ wurden 500 ul Chlorphenolrot-Galactosid 50 mM 
zugegeben und 4 Stunden bei 37°C inkubiert Die Ex- 
tinction wurde dann bei 550 nm gegen den Substratleer- 
wert gemessen. Zur Bestinmung der unspezifischen Bin- 
dung wird der Test mit Serum durchgefuhrt, wobei je- 
doch statt mit Allergen mit Inkubationspuffer inkubiert 

Fur die Inkubation mit Inkubationspuffer wurde eine 
Extinktionsdifferenz A E von 0,276 gemessen. Die Ex- 
tinktionsdifferenz fur die Inkubation mit der Allergenlo- 
sung A E war gleich 0,435. Damit betrug die Differenz 
zwischen beiden Werten, die der Bindung von allergen- 
spezifischen Antikorpern zuzuschreiben ist, 0,159 E. Bei 
der Auswertung des Nichtallergikerserums ergab sich 
kein Anstieg der Extinktion gegenuber der Inkubation 
mit Inkubationspuffer statt Allergen. 

Beispiel 3 

Wie im Beispiel 2 beschrieben, wurde eine Antikor- 
perbestimmung gegen Katzenepithelien durchgefuhrt, 
%vobei anstelle von MAK M 323 der MAK7H8 (ECACC 
88022506) verwendet wurde. 

Dabei wurde fur die Inkubation mit Inkubationspuf- 
fer A £=0,460, fur die inkubation mit der Allergenld- 
sung A £=0,599 gemessen. Die Differenz, die der Bin- 
dung von allergenspezifischen Antikorpern zuzuschrei- 
ben ist betrug 4 £=0,139. Bei der Auswertung des 
Nichtallergikerserums ergab sich wie im Beispiel 2 kein 



Extinktionsanstieg. 
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Beispiel 4 
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Es wurde die Menge an allergenspezifischen Antikor- 
pern in einem Humanserum bestimmt, wobei das Test- 
verfahren einstufig durchgefuhrt wurde. 

Fur die Durchfuhrung wurden als Konjugatpufrer 
und Inkubationspuffer Losungen verwendet, die diese - 
be Zusammensetzung wie im Beispiel 2 batten. Als 
Waschlosung wurde eine Losung, die 0,025% NaCl und 
1 mg/l Kupfersuifat enthielt, venvendet Die Inkubation 
erfolgte inTubes, die mit Thermo-RS A und Streptavidin 
beschichtet waren. Die Beschichtung erfolgte wie m DE 
36 40 412 beschrieben. Die Beladekonzentration betrug 
lOOOOug/ml. 

Je 100 Serum (Allergikerserum RAST-KJasse 3; 
Nichtallergikerserum) wurden mit 150 ul Inkubations- 
nuffer und 250 ul eines Losung von Katzenepithelien 
Nr 240A/86 Allergopharm, Ch. 025969 (Verdunnung 
1 • 100 in Inkubationspuffer) eine Stunde bei Raumtem- 
peratur in Thermo-RSA-Streptavidintubes inkubiert 
Eine Losung eines Konjugates aus dem Fab-Fragment 
des gemaO Beispiel I erhaltenen Antikorpers M323 und 
aus Peroxidase mit 300 U/ml in Konjugatpuffer wurde 
mit einer Losung des gemaB Beispiel 1 erhaltenen Anti- 
korpers M323 in bio tiny lierter Form mit einer Konzen- 
tration von 0,5 u-g/ml in Inkubationspuffer 1: 1 genuscht 
und 500 ul dieser Mischung wurden in dieThermo-KbA- 
Streptavidintubes pipettiert und 16 Stunden bei Raum- 
temperatur inkubiert. Danach wurde dreimal mit 
Waschlosung gewaschen. Zur Auswertung wurden 1000 
ul ABTS-Losung (1,9 mmol/1) als Subs tr at zugegeben 
und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert Die Ex- 
tinktion wurde bei 405 nm gegen den Substratleerwert 

g6 Zur S Bestimmung der unspezifischen Bindung wurde 
der Test wie oben beschrieben, durchgefuhrt, wobei je- 
doch statt Allergen Inkubationspuffer verwendet wur- 
de. Die folgenden Extinktionsdifferenzen wurden erhal- 
ten: 



Inkubation 



Allergiker- 
serum (mE) 



Nichtallergiker- 
serum (mE) 
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Puffer 

Allergen 

Differenz 



371 
877 
506 



321 
316 
5 



50 



55 
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Beispiel 5 
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Es wurde eine Bestimmung allergenspezif ischer Anti- 
korper unter Verwendung von Latexpartikeln als fester 
Phase durchgefuhrt 

Als Inkubationspuffer wurde eine Losung, die W M 
Tris HC1, pH 7,5; 0,04 M KCl; 3% PEG 6000 und 0,5% 
PluronicF 68 enthielt, verwendet 

Zur Beschichtung der. als Markierung verwendeten 
Latexpartikel wurden Antikorper, die gemaB Beispiel l 
erhalten worden.waren, in 5 ml 15 mM Imidazolpu fer, 
pH 7 5 der 20 mM NaCl enthielt, zu 0,5 mg/ml angelost 
Nach Zugabe von 180 uA Latexsuspension wurde 2 Stun- 
den bei 4°C geruhrt. AnschlieBend wurde 40 Minuten 
zentrifugiert und der Oberstand in 50 mM Glycinpuffer 
4-0 15% Tween 20 resuspendiert Der Waschvorgang 
wurde dreimal wiederholt, wobei beim zweiten und dnt- 
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ten Waschen kein Tween 20 mehr verwendet wurde. 
Nach Beendigung des dritten Waschschrittes wurde der 
Niederschlag in 1,7 ml 200 mM Glycinpuffer aufgenom- 
men. Man erhielt eine Suspension, die 1% Latexpartikei 
enthielt. 5 

10 u.1 Allergikerserum RAST-KIasse 3 und 50 u.1 einer 
Losung von Katzenepithelien Nr. 240A/86 Allergo- 
pharm Ch. 025969, die 1:10 000 in Inkubationspuffer ver- 
diinnt war, wurden direkt in eine KQvette pipettiert und 
zusammen bei 37°C 10 Minuten inkubiert. AnschlieBend io 
wurden 20 u.1 der Latexsuspension zugegeben. Nach Zu- 
gabe von 920 u.1 Inkubationspuffer wurde die Extinktion 
bei 623 nm bei 37°C im Spektralphotometer gemessen. 
Jede Kuvette wurde im Zyklus von einer Minute 15 
Minuten lang gemessen. J5 

Zur Bestimnrtung unspezifischer Agglutinationen 
wurde der Test, wie oben beschrieben, durchgefuhrt, 
wobei statt Serum Inkubationspuffer verwendet wird. 
Die folgenden Ergebnisse wurden erhalten: 



Zeit Inkubationspuffer Allergen 

(min) (mE) (mE) 



2 2032 1514 25 

15 1963 1948 

Differenz -69 +434 



Patentanspruche 30 

1. Verfahren zur Bestimmung von allergenspezifi- 
schen Antikorpern in Korperflussigkeiten nach 
dem Prinzip des Immunoassays durch Inkubation 
mit mindestens zwei Rezeptoren R\ und A2. die mit 35 
dem zu bestimmenden Antikorper bindefahig sind, 
wobei R2 eine Markierung tragt, Trennung der fe- 
sten von der flussigen Phase und Messung der Mar- 
kierung in einer der beiden Phasen, dadurch ge- 
kennzeichnet, daQ man als R\ das mit dem zu be- 40 
stimmenden Antikorper spezifisch bindefahige Al- 
lergen und als R2 ein Konjugat aus einem gegen 
den Fc-Teil von IgE oder IgG gerichteten Antikor- 
per und einer Markierung verwendet. 

2. Verfahren nach Anspruch t, dadurch gekenn- 45 
zeichnet, daB man die den zu bestimmenden Anti- 
korper enthaltende Probe mit einem weiteren Re- 
zeptor /?3 inkubiert, der die Bindung an die feste 
Phase vermittelt und ein gegen den Fc-Teil von IgE 
oder IgG gerichteter Antikorper ist, der in geeigne- 50 
ter Weise derivatisiert ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als /?3 ein gegen den Fc-Teil von IgE 
oder IgG gerichteter Antikorper, der an eine Fest- 
phase gebunden ist, verwendet wird. 55 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man als R3 ein Konjugat aus einem 
gegen den Fc-Teil von IgE oder IgG gerichteter 
Antikorper und einem Partner eines spezifisch bin- 
denden Paares verwendet, wobei die Immobilisie- 60 
rung dann in einem weiteren Inkubationsschritt 
uber den zweiten Partner des spezifisch bindenden 
Paares erfolgt. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB der fur R3 verwende- 65 
te Antikorper ein Antikorper ist, dessen Paratop 
mit solchen Epitopen des Fc-Teils von IgE- bzw. 
IgG-Antikorpers bindet, daB eine Bindung eines 



556 

12 

weiteren Rezeptors R2 an den Fc-Teil unmdglich 
gemacht ist. ' 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB Ri und R$ denselben 
Antikorper enthalten. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB man nach Inkubation 
der Probe mit R3 vor Inkubation der Probe mit Ri 
der Losung Fc-Fragmente von Anti-IgE- bzw. 
-IgG-Antikdrpern zusetzt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB man zuerst 
Ri mit einem Teil der Probe, anschlieBend mit R\ 
dann mit dem Rest der Probe und mit Ri inkubiert. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB der Rezep- 
tor R2 als Markierung ein Enzym. eine fluoreszie- 
rende, chemilumineszierende oder radioaktive 
Substanz aufweist. 

10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man als Markierung fur den Rezeptor 
R2 partikulare agglutinierbare Trager verwendet. 

11. Reagenz zur Bestimmung von allergenspezifi- 
schen Antikorpern in Korperfliissigkeiten nach ei- 
nem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeich- 
net, daB es einen Rezeptor R\ t der ein fur den zu 
bestimmenden Antikorper speziftsches Allergen ist 
und einen Rezeptor Rzder ein Konjugat aus einem 
gegen den Fc-Teil von IgE oder IgG gerichteten 
Antikorper und einer Markierung ist, enthalt. 

12. Reagenz nach Anspruch It, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es weiterhin einen Rezeptor R$ ent- 
halt, der einen gegen den Fc-Teil von IgE oder IgG 
gerichteten Antikorper enthalt und die Bindung an 
die feste Phase vermittelt. 
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